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RESUMO

O biocarvao tem demonstrado efeitos variados sobre a germinagdo de sementes, de acordo com
a matéria-prima, método de preparagao e dose aplicada. No entanto, os mecanismos que
explicam essa variagdo ainda ndo foram completamente elucidados. Para avangar na
compreensdo desses mecanismos, avaliou-se o efeito de amostras de biocarvao feito do bagaco
de cana-de-agucar sob temperaturas de pirélise de 300 °C (BBM300), 400 °C (BBM400) e 600
°C (BBM600). O rendimento gravimétrico, a condutividade elétrica (CE) e o pH foram
avaliados. A morfologia e composicdo elementar foram analisadas em Microscopio Eletronico
de Varredura acoplado a um detector de Energia Dispersiva de Raios X, enquanto os grupos
funcionais foram analisados usando Espectrometro de Infravermelho por Transformada de
Fourier. A estabilidade térmica do biocarvao foi avaliada por analise termogravimétrica (TGA).
Os ensaios com soja foram conduzidos usando como substrato areia e areia contendo biocarvao,
nas doses de 0, 1, 3 ¢ 5% m/m. Apds 8 dias da semeadura foram avaliadas a Germinagao
Relativa (GR), o Crescimento Médio Relativo da Radicula (CRR), o Indice de Germinacio
(IG), a Biomassa Seca (BS) ¢ a atividade da a-amilase. Para avaliacdo do metaboloma, a BS
foi submetida a extracdo com mistura de metanol-ds e DO (1:1 v/v). Os extratos foram
submetidos a analise metabolomica por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
de 'H). O aumento da temperatura de pirdlise de 300 °C para 600 °C promoveu aumento no teor
de carbono, pH, CE, minerais (K e P) e na estabilidade térmica, enquanto o teor de oxigénio,
grupos funcionais e o rendimento gravimétrico foram reduzidos. Os valores de GR, CRR, ¢ IG
aumentaram em todos os tratamentos em relagdo ao controle. No entanto, esses parametros
aumentaram linearmente e positivamente com o aumento da dose apenas para o tratamento com
BBM300. Por outro lado, a BS aumentou em todos os tratamentos, exceto para BBM300, nas
doses de 1 e 3% m/m. O ensaio com a a-amilase indicou que tanto a temperatura de pirdlise
quanto a dose do biocarvao exercem influéncia sobre a atividade da enzima, sendo observado
que a amostra BBM400 a 3% m/m potencializou a maior atividade enzimatica. Nove
metabolitos (alanina, asparagina, acido acético, acido citrico, acido formico, acido fumarico,
acido succinico, glicerol e sacarose) foram identificados nos extratos da BS como os mais
influentes para a separacao dos tratamentos. Com isso, descobriu-se cinco vias do metabolismo
da germinacdo de soja que foram impactadas significativamente. Sdo as vias do ciclo do 4cido
citrico, dos metabolismos da tirosina, amido e sacarose, piruvato e enxofre. Em conjunto esses
resultados mostraram que os biocarvoes aceleraram o catabolismo de triacilglicerideos para
sacarose, com efeito mais pronunciado nas maiores doses.

Palavras-chave: Biomassa; Pirolise; Germinacao; Fitotoxicidade; Metabolismo.



EFFECT OF BIOCHARTS PRODUCED FROM SUGARCANE BAGASSE ON THE
METABOLOME OF SOYBEAN SEEDLINGS (Glycine max L.)

ABSTRACT

Biochar has shown varied effects on seed germination, depending on the feedstock, preparation
method, and applied dose. However, the mechanisms explaining this variation have not been
fully elucidated. To advance in the understanding of these mechanisms, the effect of biochar
samples made from sugarcane bagasse at pyrolysis temperatures of 300 °C (BBM300), 400 °C
(BBM400), and 600 °C (BBM600) was evaluated. Gravimetric yield, electrical conductivity
(EC), and pH were assessed. Morphology and elemental composition were analyzed using a
Scanning Electron Microscope coupled with an Energy Dispersive X-ray detector, while
functional groups were analyzed using Fourier Transform Infrared Spectrometer. The thermal
stability of biochar was evaluated by Thermogravimetric Analysis (TGA). Soybean assays were
conducted using sand as substrate with and without biochar, at doses of 0, 1, 3, and 5% w/w.
After 8 days of sowing, Relative Germination (RG), Relative Average Radicle Growth (RRAG)
and Germination Index (GI), Dry Biomass (DB), and a-amylase activity were evaluated. For
metabolome evaluation, DB was extracted with a mixture of methanol-ds and D>O (1:1 v/v).
The extracts were subjected to metabolomic analysis by Hydrogen Nuclear Magnetic
Resonance (\H NMR). Increasing the pyrolysis temperature from 300 °C to 600 °C promoted
an increase in carbon content, pH, EC, minerals (K and P), and thermal stability, while oxygen
content, functional groups, and gravimetric yield were reduced. RG, RRGG, and GI values
increased in all treatments compared to the control. However, these parameters increased
linearly and positively with increasing dose only for the BBM300 treatment. On the other hand,
DB increased in all treatments except for BBM300 at doses of 1 and 3% w/w. The a-amylase
assay indicated that both pyrolysis temperature and biochar dose influence enzyme activity,
with BBM400 at 3% w/w showing the highest enzymatic activity. Nine metabolites (alanine,
asparagine, acetic acid, citric acid, formic acid, fumaric acid, succinic acid, glycerol, and
sucrose) were identified in DB extracts as the most influential for treatment separation. As a
result, five soybean germination metabolism pathways were significantly impacted, including
the citric acid cycle, tyrosine metabolism, starch and sucrose metabolism, pyruvate metabolism,
and sulfur metabolism. Altogether, these results showed that biochars accelerated the
catabolism of triacylglycerides to sucrose, with a more pronounced effect at higher doses.

Keywords: Biomass; Pyrolysis; Germination; Phytotoxicity; Metabolism.
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1. INTRODUCAO GERAL

A germinacdo ¢ a primeira fase do ciclo vegetativo, sendo importante o seu bom
desempenho para alcangar alta produtividade (Liu et al., 2023). Dessa forma, a germinagdo e o
desenvolvimento inicial de plantulas sdo fatores fundamentais que determinam a produgdo de
alimentos necessarias a sobrevivéncia humana (Fajinmi ef al., 2021). Esse complexo processo
metabolico € regulado por uma série de interferentes endogenos e/ou exodgenos (Ma et al,
2022a). O substrato, por exemplo, tem forte influéncia sobre a germinagdo, pois parametros
como a capacidade de retencdo de dgua (Ramirez-Tobias et al., 2014; Leroy et al., 2016), a
aeracao (Nautiyal et al., 2023), a disponibilidade de nutrientes (Geilfus, 2019; Olmo et al.,
2015), a estrutura (Rocha et al., 2020), entre outros, podem variar conforme o tipo de material.
Neste contexto, o biocarvao tem sido combinado com varios substratos para melhorar a
germinagdo e o crescimento de plantas (Zhu et al., 2018; Ravindran et al., 2019; Racioppi et
al., 2019; Ali et al., 2021; Rathnayake et al., 2021).

As pesquisas também demonstraram que alguns compostos adsorvidos no biocarvao
durante a sua produgdo podem ser lixiviados para o solo ou substrato, o que pode causar riscos
de toxicidade para as plantas, microrganismos e invertebrados (Gezahegn et al., 2021). Para
compreender possiveis efeitos ecotoxicoldgicos do biocarvdo, diversas pesquisas foram
realizadas, principalmente, sobre a germinagao e o crescimento de espécies vegetais (Rogovska
etal., 2012; Solaiman et al., 2012; Gascoé et al., 2016; Das et al., 2020; Das et al., 2022; SOUZA
et al., 2022; Souza et al., 2023). Assim, efeitos fitotoxicos de diferentes amostras de biocarvao
foram encontrados, por exemplo, para trevo-branco (77ifolium repens) (Gale et al., 2016),
alface (Lactuca sativa) (Oh et al., 2012), Spirulina (Arthrospira platensis) (Silva et al., 2020)
e tomate (Solanum lycopersicum) (Li et al., 2015; Martinez-Gomez et al., 2023).

Em contraste com esses exemplos, Gezahegn et al. (2021) demonstraram que os
lixiviados de biocarvdes obtidos a partir da pirdlise lenta de diferentes tipos de madeira
promoveram o crescimento das radiculas de alface e rabanete (Raphanus sativus). Uma
conclusao similar foi alcangada por Lou ef al. (2016) que demonstraram que os lixiviados de
biocarvao de palhas de trigo e milho aumentaram o rendimento de repolho chinés (Brassica

rapa). Outros exemplos de efeitos positivos foram registrados para os lixiviados de biocarvdes
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obtidos a partir da casca do coco (Cocos nucifera) e plantas de milho (Zea mays L.), melhoraram
as germinagdes de milho e rabanete (Sujeeun; Thomas, 2017).

Os exemplos apresentados acima mostraram que as plantas tém reacdes diferentes ao
biocarvao, logo, diversas propostas de mecanismos foram apresentadas para explicar esses
efeitos na germinacdo e no desenvolvimento das plantulas. Os principais fatores reguladores
estdo relacionados a liberacdo de fitotoxinas na solugcdo do substrato, além da alteragcdo na
porosidade e capacidade de retencao de agua (Joseph et al., 2021; Murtaza et al., 2023). De
fato, o biocarvao de colmo de milho (Zea mays L.) e de camard (Lantana camara), quando
aplicados em taxas elevadas, tiveram efeitos inibitdrios na germinac¢do e no desenvolvimento
de plantulas de milho e grama-preta, devido a presenga de metais toxicos (Das et al., 2022). A
causa dos efeitos inibitorios de nanoparticulas de biocarvao sobre a germinacao de sementes
foram associadas aos compostos fendlicos e ao bloqueio nas aberturas epidérmicas, o que
reduziu a transferéncia de nutrientes e agua (Zhang et al., 2020). Com a adicdo de altas doses
de biocarvao, o N disponivel no solo e a biomassa de Robinia pseudoacacia L. reduziram,
enquanto em doses menores houve o aumento, devido a melhoria da capacidade de retencao de
agua e aumento do P disponivel no solo (Bu et al., 2020). French e Pascuzzi (2018) propuseram
que o biocarvao estimula o crescimento de genotipos de tomate por estimulos da via giberelina.

Mesmo que todas essas propostas sejam importantes para compreender as interagdes
biocarvao-planta, os mecanismos moleculares que regulam a germinagdo ainda sdo pouco
conhecidos. A andlise do efeito do biocarvdo sobre os processos metabdlicos durante o
desenvolvimento das plantulas contribuird para compreensao dos mecanismos complexos
associados a interagdo planta-biocarvao (Weng et al., 2015; Joseph et al., 2021). Para tanto, a
abordagem metabolomica apresenta-se como ferramenta analitica promissora para investigacao
desses mecanismos (Sun et al., 2017; Song et al., 2020; Hu et al., 2022). Ela refere-se, mais
especificamente, a identificacdo e quantificagdo sistematica dos produtos do metabolismo
constituidos de moléculas de baixa massa molar num sistema bioldégico e em um periodo
especifico. De fato, plantas de milho cultivadas em solo condicionado com biocarvao
apresentaram mudancas no perfil metabdlico, incluindo alteragdes no metabolismo de agucares
e aminoacidos (Sun et al, 2017). Analise metabolomica revelou também que a aplicagdo de
biocarvao pode aumentar a producdo de carboidratos, flavonoides e glucosinolatos em repolho

chinés pak choi (Brassica rapa L.) (Song et al., 2020). No entanto, até onde sabemos, existem
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poucos estudos que aplicam a metaboldmica para avaliar os efeitos do biocarvao na germinagao
de sementes.

Portanto, para preencher essa lacuna de conhecimento, este estudo teve como objetivo
identificar: (i) os efeitos do biocarvao na germinacdo e no desenvolvimento de plantulas das
sementes de soja; e (ii) as variagdes no metaboloma de plantulas de soja, germinadas em
substrato de areia com biocarvao. A soja foi escolhida como modelo experimental devido a sua
sensibilidade a fatores ambientais, tais como temperatura (Gong et al., 2021), estresse hidrico
(Nasielski et al., 2015), nutricao do solo (Singh ef al., 2018) e resposta a substancias toxicas e

salinidade (Maftu'ah et al., 2023).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Biocarvao

O biocarvao, um material carbondceo obtido pela decomposigdo térmica de biomassa
como residuos agricolas, florestais e urbanos em condi¢des limitadas de oxigé€nio, ¢
reconhecido por sua porosidade que favorece a adsor¢do e reten¢ao de nutrientes, melhorando
os atributos fisico, quimico e bioldgico do solo. A aplicag@o desse produto também ¢ destacada
por sua contribuicdo na mitigagdo de gases de efeito estufa e na remediagdo de solos
contaminados (Hagemann et al., 2018; Sri Shalini ef al., 2020; GLASER et al., 2002; Mckenna
etal., 2021).

O biocarvao possui densidade energética comparavel a do carvao mineral, mas com a
vantagem de um menor teor de enxofre e menores emissoes de gases de efeito estufa, uma vez
que a pirdlise transforma o carbono da biomassa em uma forma de carbono estavel (Yang et
al., 2017; Fidel et al., 2019; Xia et al., 2023). De fato, Xu ef al. (2021) apontam que o uso do
biocarvao pode reduzir as emissdes de CO2, o que traz beneficios sustentaveis.

Na agricultura, o biocarvao melhora a capacidade de retencdo de agua, aeragdo e
disponibilidade de nutrientes, aumentando a produtividade das plantas, reduzindo a erosao e o
uso de fertilizantes sintéticos (Fidel ez al., 2019). Sua eficacia também se estende a remediacgao
de solos contaminados por metais toxicos, adsorvendo e imobilizando tais metais, reduzindo
contaminag¢do de dguas subterraneas e plantagdes (Souza ef al., 2022; Qiu et al., 2021).

O potencial do biocarvao como substrato para a producdo de biofertilizantes e
biopesticidas ¢ uma alternativa sustentavel aos produtos quimicos tradicionais, promovendo o
crescimento de microrganismos benéficos como bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos
micorrizos (Liao et al., 2016; Gujre et al., 2021).

Além dos beneficios ambientais, a producdo de biocarvao oferece vantagens
socioecondmicas, como o aumento do emprego local, a elevacao da renda dos agricultores e a
melhoria do bem-estar das comunidades rurais. Contudo, a produgdo deve ser sustentavel e
responsavel, respeitando a biodiversidade e os ecossistemas, assim como as comunidades

tradicionais (You et al., 2022).
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As biomassas de origem agricola como cascas de arroz e palha de trigo sdo comumente
transformadas em biocarvao por meio de tratamento térmico em ambientes com limitagdo de
oxigénio, um método tradicional e eficaz de aproveitamento desses materiais (Tripathi et al.,
2016). Os residuos de madeira, uma das fontes mais antigas para a producao de biocarvao, junto
com residuos florestais como galhos e folhas, podem ser convertidos em biocarvdo de alta
qualidade (Trazzi et al., 2018).

Os residuos urbanos, incluindo sobras de alimentos e papeldo, assim como lodo de
esgoto, também tém sido utilizados para produzir esse bioproduto. Neste ultimo, o lodo ¢
primeiramente digerido anaerobicamente, gerando biofertilizante e um residuo sélido que serve
como insumo para a produgdo de biocarvao (Sharholy et al., 2008; Thsanullah et al., 2022).

No contexto brasileiro, a grande producao de cana-de-actcar representa uma fonte
abundante de subprodutos e residuos que podem ser empregados na producao de biocarvao
(Mahamud; Anannya, 2021). O biocarvao se destaca por sua versatilidade, encontrando
aplicagdes em areas diversas como agricultura, indastria, geragao de energia e gestdo ambiental.
Além disso, sua producao a partir de residuos organicos constitui uma estratégia sustentavel de

gestao de residuos, contribuindo para a preservacao ambiental.

2.2. Biocarvao do bagaco de cana-de-acucar

A cultura da cana-de-agucar € uma das principais atividades agricolas, produzindo cerca
de 1,6 bilhdo de toneladas anualmente, com o Brasil sendo o lider mundial, contribuindo com
aproximadamente 677 milhdes de toneladas na safra 2023/2024 (CONAB, 2023). Embora a
producdo de agucar e etanol seja o destino principal dessa cultura, ela também resulta na
geracdo de uma quantidade significativa de bagago de cana-de-agucar (BCA), um subproduto
fibroso remanescente apos a extragao do caldo.

O BCA ¢ amplamente utilizado como fonte de energia renovavel para producao de calor
e eletricidade, destacando-se pela sua capacidade de geragdo de energia limpa (Xu et al., 2019;
Dombinov et al., 2022; Azmin; Hayat; Nor, 2020). Além de sua funcao energética, o bagaco ¢
utilizado na fabricacdo de papel, celulose e materiais de constru¢do, contribuindo para uma

economia circular e minimizando o desperdicio (Mahmud; Anannya, 2021).
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No Brasil, o bagaco representa uma quantidade substancial de subproduto, com
estimativas apontando que cada tonelada de cana processada produz entre 260 e 280 kg de BCA
(Joppert et al., 2017). Sua disponibilidade estende-se além das fronteiras nacionais, sendo
facilmente encontrada em outras regides tropicais do mundo (Lebre et al., 2022). O excedente
de BCA tem potencial para ser transformado em produtos de alto valor agregado, como
biocarvao (Iwuozor et al., 2022), bem como em furfural (Catrinck et al., 2020), bio-6leo
(Fardhyanti et al., 2022) e celulose (Mahmud; Anannya, 2021).

A compreensdo das propriedades fisicas e quimicas do biocarvao ¢ fundamental para
ampliar sua aplicabilidade. No entanto, informagdes sobre como a temperatura de pirdlise
influéncia essas propriedades no biocarvao derivado do BCA ainda sdo limitadas (Iwuozor et
al., 2022). O biocarvao do BCA nao atua apenas como condicionador de solo, melhorando suas
propriedades fisicas, quimicas e biologicas, mas também tem potencial fertilizante devido ao
seu conteudo de nutrientes essenciais como fosforo, potéssio e célcio (FAO, 2021).

A aplicagdo do biocarvao do BCA tem se mostrado benéfica em solos acidos, onde
melhora a retengdo de agua, aumenta os nutrientes e favorece o crescimento das plantas
(Grutzmacher et al., 2018). Do ponto de vista ambiental, o biocarvao do BCA tem um papel na
mitigacdo das emissdes de gases de efeito estufa (Cha et al. 2016; Ding et al. 2016; Ahmed et
al. 2017; Martinez-Hernandez et al., 2017), e sua produgdo contribui para a redugdo da queima
de bagago em campo, infelizmente, uma pratica ainda comum na industria sucroalcooleira em
varias regioes do mundo (Grutzmacher et al., 2018; Lebre Et al., 2022; Fardhyanti et al., 2022).

O biocarvao do BCA também ¢ empregado na cogeracdo de energia, como um
combustivel solido eficiente para producdo de eletricidade e calor (Iwuozor et al, 2022).
Adicionalmente, esse material tem sido aplicado na remoc¢do de poluentes, como metais
pesados de solucdes aquosas (Sharholy er al., 2008; Thsanullah et al, 2022), e como
componente para materiais de construcao sustentaveis, devido as suas propriedades mecanicas

apropriadas (Zeidabadi et al., 2018).

2.3. Efeitos do biocarvao sobre as propriedades do solo
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O biocarvao tem emergido como uma estratégia valiosa na manutencao da fertilidade
do solo e representa uma alternativa sustentavel aos fertilizantes e pesticidas. Ele ¢ cada vez
mais reconhecido por seu papel no revestimento de sementes, uma pratica que tem mostrado
resultados promissores na germinacao e no desenvolvimento inicial das plantulas (Madsen et
al., 2016). O uso do biocarvdo como condicionante do solo tem se mostrado eficaz para
estimular o crescimento das plantas (Das; Ghosh; Avasthe, 2020a), aumentando a
produtividade e melhorando as caracteristicas do solo, como a retengao de agua e de nutrientes,
além da capacidade de troca catidnica (Solaiman et al., 2012; Gabhane et al., 2020).

A incorporagdo de biocarvao no solo também influencia a mineralizagdo da matéria
organica, afetando a disponibilidade de nutrientes essenciais, como o nitrogénio (Steiner et al.,
2008; Manzoni et al., 2008). O ajuste do pH do solo ¢ outro beneficio do biocarvao,
particularmente til em solos acidos, onde pode elevar o pH para niveis mais alcalinos e alterar
a capacidade de troca de cations, especialmente quando aplicado em maiores quantidades
(Ogawa, 1994).

As propriedades do biocarvao e seu efeito no solo variam de acordo com o tipo € a
quantidade aplicada, além das caracteristicas intrinsecas do solo, como o teor de carbono
organico, o pH e a capacidade de troca catidnica (Solaiman et al., 2012). De fato, inimeros
estudos que examinam o impacto de diferentes de biocarvao no desenvolvimento das plantas,
indicam que os efeitos podem ser estimulantes ou inibitérios, variando conforme a espécie
vegetal (Yamato et al., 2006; Chan et al., 2008; Deenik et al., 2010). Embora esses estudos se
concentrem principalmente em espécies ja estabelecidas, como plantulas, observa-se uma
lacuna de conhecimento em estagios iniciais de desenvolvimento vegetal e a necessidade de

pesquisas adicionais com diferentes culturas (Ma et al., 2022a).

2.4. Soja (Glycine max L.)

A soja (Glycine max L.) ¢ uma planta pertencente a familia das leguminosas, origindria
da Asia, é uma cultura agricola de importancia global. Trata-se de uma importante fonte de
proteina vegetal utilizada para alimentagdo humana e animal, além de ser matéria-prima para a
producdo de grande variedade de produtos e subprodutos. A cultura da soja tem uma forte

presenca nos campos produtivos com uma producdo de aproximadamente 356 milhdes de
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toneladas a nivel global, e especialmente no Brasil com produgdo de cerca de 124 milhdes de
toneladas e uma area plantada de 40,9 milhdes de hectares (EMBRAPA, 2023). Assim, ¢ uma
das mais exploradas no Brasil e, frequentemente, ¢ cultivada em rotagdo com a cana-de-agucar
(Dombinov et al., 2022).

A soja foi selecionada como modelo experimental nesta pesquisa, uma vez que ¢ uma
planta sensivel a varios fatores ambientais, o que a torna ideal para estudos que objetivam
compreender a interagdo entre as plantas e ambiente. Neste sentido, um dos principais fatores
que afetam o desenvolvimento da soja ¢ a temperatura. Gong ef al. (2021) destacam que a soja
¢ particularmente sensivel a variacdes de temperatura, que podem afetar tanto a fase de
germinagdo quanto o crescimento € a maturacdo da planta. Isso significa que mudangas no
clima, especialmente aquelas relacionadas ao aquecimento global, podem ter impactos
significativos na producdo de soja, alterando os ciclos de crescimento e afetando a
produtividade.

Outro ponto importante ¢ o estresse hidrico, que ¢ a condi¢do de escassez de agua
disponivel para as plantas. Nasielski et al. (2015) demonstraram que a soja ¢ particularmente
afetada a esse tipo de estresse, que pode ocorrer devido a periodos de seca ou praticas
inadequadas de irrigacdo. O estresse hidrico ndo apenas reduz o crescimento ¢ o rendimento
das plantas, mas também pode afetar a qualidade dos graos de soja. Por isso, a gestdo eficiente
da 4gua ¢ essencial para manter a saude e a produtividade das lavouras de soja, especialmente
em regides propensas a secas ou com recursos hidricos limitados.

A nutri¢do do solo € outro fator importante para o desenvolvimento saudavel da soja.
Singh et al. (2018) apontam que a soja responde de maneira significativa a qualidade e a
composicao nutricional do solo. A disponibilidade de nutrientes essenciais, como nitrogénio,
fosforo e potassio, ¢ fundamental para o crescimento da soja, influenciando diretamente a sua
produtividade. Além disso, a soja, sendo uma leguminosa, possui a capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico por meio de uma simbiose com bactérias do género Rhizobium, o que
destaca a importancia de um solo saudavel e bem equilibrado para otimizar esse processo.

A resposta da soja a substancias toxicas e a salinidade também € um aspecto importante
em estudos agrondmicos. Maftu'ah et al. (2023) investigaram a resposta da soja a ambientes
com alta salinidade e presenca de substancias toxicas. Esses fatores podem afetar adversamente
o crescimento da soja, limitando a absor¢cdo de dgua e nutrientes pelas raizes e causando

desequilibrios fisiologicos. Esse conhecimento ¢ especialmente relevante em areas onde a
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irrigacdo intensiva ou o uso inadequado de fertilizantes aumentam a salinidade do solo,
afetando negativamente as lavouras de soja.

Considerando a sensibilidade da soja a diversos fatores ambientais, ela se estabelece
como um modelo experimental ttil, particularmente para avaliar os efeitos do biocarvao. A
capacidade da soja de responder de maneira significativa a varidveis como temperatura, estresse
hidrico, nutri¢do do solo e exposicdo a substincias toxicas a torna ideal para investigar como o
biocarvao pode influenciar essas interagdes. A pesquisa sobre a interagdo entre a soja € o
biocarvao tem o potencial de fornecer insights valiosos para o desenvolvimento de praticas
agricolas mais sustentdveis e eficientes, contribuindo para uma produgdo agricola mais

resiliente e adaptada aos desafios ambientais contemporaneos.

2.5. Metabolitos envolvidos durante a germinagio da soja

As plantas, durante seu ciclo de vida, produzem uma variedade de compostos que
desempenham papéis fundamentais na germinagdo e no desenvolvimento inicial. Entre esses
compostos, destacam-se os hormonios vegetais como giberelinas, acido abscisico e citocininas.
As giberelinas sdo responsaveis pelo alongamento do caule e das folhas e desempenham um
papel crucial na regulagdao da germinacao das sementes, enquanto o acido abscisico atua como
um inibidor da germinacdo, promovendo a dorméncia das sementes. As citocininas, por outro
lado, promovem a divisdo celular e estdo igualmente envolvidas na germinagao. Além desses,
compostos como etileno e acido salicilico também s3o produzidos, influenciando diversos
processos fisioldgicos, incluindo a germinagao (Taiz et al., 2017; Chen; Chang; 2015).

Durante a germinag¢do da soja, ocorrem processos metabolicos que resultam na
produgdo de uma série de compostos com fungdes especificas. As enzimas como a-amilase,
protease e lipase sao produzidas para decompor amido, proteinas e lipidios armazenados na
semente, fornecendo energia para o crescimento da planta. Os fitormonios como giberelinas e
auxinas sao essenciais para regular o crescimento e desenvolvimento das plantas. As giberelinas
estimulam o crescimento do caule e das folhas, enquanto as auxinas influenciam o
desenvolvimento das raizes. A soja também produz isoflavonas, como genisteina e daidzeina,

com propriedades antioxidantes que protegem a planta contra estresse oxidativo (Kim, 2021).
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A germinacdo da soja também resulta na produgdo de vitaminas, como vitamina B6 e
acido folico, importantes para o metabolismo celular e a sintese de DNA. Além disso,
aminoacidos essenciais como asparagina e acido glutamico sao produzidos, fundamentais para
a sintese de proteinas e importantes para o crescimento e desenvolvimento da planta (Taiz et
al., 2017).

A qualidade nutricional das sementes de soja tem um impacto direto no crescimento e
desenvolvimento da planta. As variagdes nas caracteristicas nutricionais das sementes, como
teor de proteina, 6leo, acidos graxos, aglicares soluveis e isoflavonas, podem influenciar seu
uso em diversas aplicagdes industriais e programas de melhoramento genético. A composi¢ao
nutricional das sementes ¢ influenciada tanto pelo aspecto genético da cultivar quanto por
fatores ambientais. Além disso, a correlagdo entre caracteristicas nutricionais ¢ fatores
geograficos, como latitude, longitude e altitude, sugere que a origem das cultivares exerce um

efeito pronunciado em suas propriedades nutricionais (Azam et al., 2021).

2.6. Metabolomica

A metabolomica ¢ uma ferramenta analitica poderosa na investigacdo da atividade e
estado do metabolismo. Essa técnica, que explora os produtos finais de processos fisiologicos
e possiveis patologias em plantas e animais, envolve a identificagdo e quantificacdo de
compostos, tanto enddgenos quanto exdgenos, que sdo produtos ou substratos de reagdes
quimicas em sistemas biologicos (Doroghazi et al., 2014; Cajka; Fiehn; 2016; Liu; Locasale;
2017).

Nos estudos metabolomicos, os experimentos refletem diretamente a atividade
fisiologica e as redes metabolicas subjacentes, fornecendo informagdes essenciais sobre a
condi¢do bioldgica dos sistemas investigados. Isso pode incluir tanto uma triagem 'nao
direcionada', que avalia metabolitos desconhecidos, quanto abordagens mais direcionadas para
identificar metabolitos especificos (Link et al., 2015; Doroghazi et al., 2014). A metaboldmica,
portanto, ¢ uma ciéncia em constante evolucdo, especialmente no campo da botanica, onde
busca identificar e analisar os metabdlitos presentes em sistemas biologicos, revelando
mudangas metabdlicas em resposta a diferentes condigdes de crescimento, estresse e

modificagdes genéticas (Lei; Huang; 2017).
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No contexto da cultura da soja, a metabolomica apresenta potencial para avaliar os
processos bioquimicos complexos associados ao crescimento, desenvolvimento e respostas da
planta a estimulos ambientais. A soja, sendo sensivel a diversos estresses ambientais como
mencionando anteriormente, ¢ um sistema ideal para o emprego de técnicas “omics”, incluindo
a metabolomica. Essa tltima oferece uma perspectiva Unica em comparagao com gendmica e
protedmica, ao buscar os metabdlitos endégenos sob condi¢cdes ambientais ou experimentais
especificas (Feng et al., 2020).

Por meio da utilizagdo de técnicas analiticas precisas como Cromatografia Gasosa-
Espectrometria de Massas (GC-MS), Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas (LC-
MS) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a pesquisa metaboldmica com a soja pode
fornecer informacdes sobre a identidade e quantidade dos metabdlitos, contribuindo
significativamente para a compreensdo dos mecanismos moleculares que controlam as
respostas das plantas ao ambiente. Esse conhecimento ¢ fundamental para desenvolver
estratégias que possam aumentar o rendimento das culturas diante dos desafios ambientais
(Feng et al., 2020). Neste contexto, a Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de
'H) foi escolhida como a técnica de analise devido as suas vantagens.

A RMN de 'H é uma poderosa técnica para a analise de compostos organicos de baixa
massa molecular. Ela apresenta vérias vantagens, como um curto tempo de andlise, a
capacidade de realizar avaliagdes qualitativas e quantitativas em uma ampla faixa de polaridade,
sendo uma técnica ndo destrutiva que nao requer preparacao de derivados das substancias
investigadas. Além disso, a RMN de 'H requer pouca ou nenhuma separagdo prévia das
amostras e permite a quantificacdo independente de substancias, dispensando a necessidade de
padrdes com a mesma identidade quimica. Para facilitar a analise de espectros de RMN de 'H,
existem softwares comerciais disponiveis, como o Chenomx, amplamente utilizado por
pesquisadores das areas de satude e bioldgicas. Esse software ¢ reconhecido por sua facilidade
de uso, capacidade de ajuste manual dos sinais e fornecimento de um banco de dados para a

identificacdo e quantificagdo de compostos em meio aquoso (Jung et al., 2016).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta, preparacao do bagaco de cana-de-agticar (BCA) e local de estudo

A coleta do BCA foi feita em uma cachagaria localizada no municipio de Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil por questdes logisticas como equipamentos para preparo € a
posicao geografica da unidade da Universidade do Estado de Minas Gerais em Jodo Monlevade.
O bagaco foi colocado para secar a temperatura ambiente por trés dias. Em seguida, o produto
foi pulverizado num Triturador Forrageiro (CID-TRIT75L, CID, Joinville, Brasil) e passado

por uma peneira com abertura de 3 mm.

3.2. Preparacio do biocarvao a partir do bagaco de cana-de-agicar

A produgdo das amostras de biocarvao seguiu a metodologia proposta por Albalasmeh
et al. (2020). Para isso, a pirdlise foi feita num forno tipo mufla, com cadinhos contendo o BCA
e tampados para limitar a presenca de oxigénio, nas temperaturas de 300, 400 e 600 °C, sendo
as amostras codificadas como BBM300, BBM400 e BBM600, respectivamente. O rendimento

gravimétrico (R%) foi determinado usando a seguinte relagao:

R(%) = =£-100 (Eq. 1)

m
Em que: mre m;indicam as massas do biocarvao (g) e do BCA (g), respectivamente.

3.3. Caracterizacao das propriedades fisico-quimicas das amostras de biocarvao

3.3.1. Determinacio do pH e da condutividade elétrica
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O pH das amostras de biocarvao foi obtido, em triplicata, a partir da combinagao de

2,5 mL do biocarvdo com 12,5 mL de CaCl, (0,01 mol L!). A mistura foi agitada em mesa

agitadora por 10 min a 220 rpm. Ap6s 30 min em repouso o valor do pH em suspensao foi
medido com pHmetro (DM22, Digimed, Sao Paulo, Brasil).

Também foi mensurada a condutividade elétrica (CE) das amostras, em triplicata,

utilizando a mistura de 2 mL g do biocarvao com 20 mL de dgua deionizada (1:10). A mistura

foi agitada em mesa agitadora por 30 s a 220 rpm. Ap6s 30 min em repouso o valor da CE foi

registrado com condutivimetro de bancada (W12D, BEL Engineering, Monza, Italia).

3.3.2. Caracterizacio morfologica e elementar

A caracteristica morfoldgica da superficie das amostras produzidas foi avaliada por
Microscopia Eletronica de Varredura (Vega 3 LMU, TESCAN, Brno-Kohoutovice, Republica
Checa) acoplado a um detector de Energia Dispersiva de Raios X (X-MaxN, Oxford, Oxford,
Reino Unido) para andlises elementares qualitativas. Cada amostra foi depositada sobre fita

adesiva de carbono, que foi fixada em stub e analisado empregando-se voltagem de 20kv.

3.3.3. Analise dos grupos funcionais

Os grupos funcionais do BCA e das amostras de biocarvao foram investigados por
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (Cary 630 FTIR, Agilent
Technologies, Santa Clara, Estados Unidos), com modulo de Refletancia Total Atenuada
(ATR). Cada amostra foi colocada sobre o porta-amostra do instrumento e prensadas sobre um
cristal de diamante. A medida foi realizada no intervalo de 4000 a 650 cm™, com resolugio

espectral de 8 cm™! e 128 varreduras.

3.3.4. Analise térmica
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O BCA e as amostras produzidas de biocarvao foram degradados termicamente em
analisador termogravimétrico (STA 7300, Hitachi, Toéquio, Japao). As analises foram realizadas
entre 25 a 1000 °C, a 10 °C min’!, sob atmosfera de nitrogénio e amostras com massas de

aproximadamente de 10 mg.

3.4. Ensaios de germinac¢io de sementes de soja

Este experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa Ambiental da Universidade do
Estado de Minas Gerais, localizado em Frutal, Brasil. As sementes de soja (Glycine max L.),
cultivar NS6909, foram adquiridas no mercado local. Os efeitos das amostras de biocarvao
sobre a germinacdo de soja foi analisado seguindo a metodologia proposta por Olszyk et al.
(2018), com algumas adaptagdes. Sendo elas: as sementes de soja foram germinadas em caixas
de acrilico transparente (11 x 11 x 3,5 cm) contendo papel de germinacdo e tampas plasticas de
acrilico. Um total de 25 sementes, em triplicata, foram distribuidas sobre o papel de germinagao
e sementes, obedecendo um padrao uniforme de 5 x 5.

As sementes foram cobertas com 25 g de areia autoclavada (substrato de
desenvolvimento) e umedecida com 4gua destilada apenas neste momento o que foi suficiente
para manter a umidade em 60% da maxima capacidade de retengdo de dgua (calculada através
da capacidade de campo observada para o substrato e substrato com carvao). Esses
procedimentos foram repetidos, adicionando-se a areia 1, 3 e 5% (m/m) de cada biocarvao
(BBM300, BBM400 e BBM600). As caixas foram mantidas em cadmara de crescimento a 25
°C em regime alternado de 12 h de luz (fotoperiodo).

Aos 8 dias ap6s o inicio do experimento, determinou-se o numero de sementes
germinadas e o comprimento médio da radicula por caixa. Esses dados foram aplicados para os
calculos da Germinagao Relativa (GR), Crescimento Médio Relativo da Radicula (CRR) e
indice de Germinagio (IG) conforme Equagdes 2, 3 e 4, respectivamente (AOSA 1983; Tiquia,
2000; Emino; Warman 2013; Gasco et al. 2016). As plantulas obtidas foram secas em estufa
com ventilacao forcada a 40 °C para determinacao da quantidade de Biomassa Seca (BS) por

caixa.

GR (%) = E—i .100 (Eq.2)
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Em que: GR, N e Nc indicam a germinagdo relativa (%), o nimero de sementes
germinadas no tratamento com o biocarvao e o numero médio de sementes germinadas no

controle, respectivamente.
CRR (%) = 2 -100 (Eq.3)
C

Em que: CRR, Lg e L¢ indicam o Crescimento Médio Relativo da Radicula (%), o
comprimento médio da radicula no tratamento com o biocarvdo e o comprimento médio da

radicula no controle, respectivamente.

GR'CRR

IG (%) = 100 (Eq-4)

Em que: IG, GR e CRR, indicam o Indice de Germinagdo (%), a germinagéo relativa

(%) e o Crescimento Médio Relativo da Radicula (%), respectivamente.

3.4.1. Analises fisiolégicas e do estado nutricional de plantulas de soja

Para a determinacgao da atividade da a-amilase adotou-se os procedimentos descritos
por AOSA (1983) e os valores foram expressos em pig de amido hidrolizado min™'g de plantula

(BS) (Ching, 1973).

3.5. Analise metabolomica por Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Para a obtencao dos extratos, utilizou-se a metodologia descrita por Kim et al. (2012).
Um total de 50 mg das plantulas secas (BS) foram submetidas a extragdo com uma combinagao
de 0,75 mL de solucao tampao de KH2PO4 em D,O (pH 6,0), contendo 0,01% (m/v) do TSP-
dse 0,75 mL de metanol-ds. Apds a combinagdo dos solventes as amostras foram agitadas por

I min em vortex. Em seguida, foram colocadas em banho de ultrassom por 20 min e
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centrifugadas a 17.000 rpm. Em seguida, 800 pL do sobrenadante foram transferidos para tubos
de RMN com diametro de 5 mm.

Os dados foram obtidos em espectrometro de RMN (Avance Neo 600 MHz, Fallanden,
Switzerland). Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos a 300 K com janela espectral de
12 ppm, niimero de pontos 64k, com pré-saturagao do sinal de HDO, 128 promediagdes, tempos
de aquisicao (AQ) e recuperagdo (d1) de 2,6 s e 5 s, respectivamente.

Todos os espectros foram obtidos utilizando-se a sequéncia de pulsos zgcppr e calibrados
pelo sinal do TSP-ds em 0,00 ppm. As fases e linhas de base foram corrigidas automaticamente
utilizando o programa Chenomx NMR Suite 9.0 (Chenomx Inc., Edmonton, Canada). Neste
mesmo programa foram realizadas as identificagdes (putativas) dos compostos por comparagao
dos espectros obtidos com aqueles de substancias puras que estavam no banco de dados. Além
disso, utilizou-se a area do sinal do TSP-ds como referéncia para a quantificacdo dos

metabdlitos.

3.6. Analise estatistica e quimiométrica dos dados

Os resultados obtidos para GR, CRR, IG, BS foram submetidos a anélise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se
o programa SISVAR® (UFLA, Lavras, Brasil). Os espectros de RMN de 'H dos extratos da
BS foram convertidos a uma matriz de area versus intervalo de 0,04 ppm, conhecidos como
bin. As conversdes dos espectros em bins foram realizadas com o uso do programa Chenomx
NMR Suite 10.0. Os dados do binning foram normalizados com a area total de cada espectro.

Em seguida, os dados foram escalonados por Pareto (EMWAS et al., 2018) e, antes das
analises, as regioes o 4,70-5,00 e o 3,30-3,40 foram removidas para eliminar qualquer
variabilidade devida a supressao do sinal da 4gua e do metanol. Essa matriz foi entdo submetida
a andlise de variancia simples (One-Way ANOVA) para sele¢do dos bins com diferengas
significativas (p < 0,05).

Em seguida, a matriz foi avaliada por quimiometria, com o método de andlise de
componentes principais (PCA). Apds a identificagdo dos metabdlitos responsaveis pelas
diferengas entre os tratamentos, as concentracdes desses compostos foram submetidas a analise
de grupos hierarquicos (HCA) associada ao mapa de calor, os dados foram normalizados por

autoescalonamento e a distancia euclidiana foi usada. Todas as analises quimiométricas foram
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feitas usando a plataforma online MetaboAnalyst 5.0 (Xia; Wishart, et al., 2011; Pang et al.,
2022).

3.7. Analise de vias metabdlicas

A andlise do efeito do biocarvdo sobre as vias metabdlicas também foi feita com o
programa MetaboAnalyst 5.0, utilizando o banco de dados KEGG (Enciclopédia de Genes e
Genoma de Kioto) da espécie Arabidopsis thaliana, que ja foi usada como modelo em outros
estudos com soja (Deng et al, 2017; Hu et al., 2018; Faustino et al., 2021). Essa analise
combina, de forma grafica, a analise de enriquecimento das vias metabdlicas, representada no
eixo y, com a andlise topoldgica das vias metabolicas, representada no eixo x. A andlise de
enriquecimento das vias identifica quais as vias metabolicas que possuem compostos da lista
inserida no programa, enquanto a analise topoldgica mede a centralidade de um metabolito em
uma rede metabolica. Dessa forma, ¢ possivel estabelecer o impacto de uma via por meio dos
resultados do enriquecimento e da centralidade de um metabdlito em uma via metabodlica
especifica. Neste trabalho, apenas as vias metabdlicas influenciadas significativamente
(»<0,05) e com valores de impactos maiores que 0,05 foram selecionadas para avaliacao (Yang

etal., 2021).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producao e caracterizacio das amostras de biocarvao

O R (%) para producdo das amostras de biocarvao diminuiu a medida que a temperatura
de pirdlise aumentou de 300 °C para 600 °C (Tabela 1). Os valores de R (%) variaram entre
45% e 21%. A Tabela 1 mostra, ainda, os teores dos elementos determinados por EDS. Observa-
se aumento do teor de carbono, reducgdo do teor de oxigénio e aumento dos teores de potassio e

fosforo para todas as amostras, com o aumento da temperatura de pir6lise.

Tabela 1 — Rendimento gravimétrico e caracteristicas quimicas de amostras de biocarvao
preparadas a partir do bagaco de cana-de-acticar (BCA).

R C o K P Outros
Amostra (CI;Iélz) (uSCcElln'l) Elementos
% m/m
BBM300 7,3 71,2 45 66,8 33,0 0,20 * 0,00
BBM400 6,4 133,0 29 756 23,6 045 0,20 0,15
BBM600 8,7 241,7 21 854 104 3,59 0,30 0,31

*Nao detectado; BBM300, BBM400 ¢ BBM600 indicam o biocarvao obtido do BCA e preparado nas
temperaturas de 300 °C, 400 °C e 600 °C, respectivamente.

A Tabela 1 mostra, também, que ao aumentar a temperatura de pirdlise de 300 °C para
600 °C, os valores de pH e da CE das amostras de biocarvao aumentaram de 7,3 para 8,7 ¢ 71,2
uS cm! para 241,7 uS cm’, respectivamente. Isso ¢ devido a remogdo de grupos funcionais
acidos e ao aumento dos teores de elementos alcalinos e alcalino-terrosos. De fato, os espectros
de infravermelho demonstram que, a medida que aumenta a temperatura de pirélise, as bandas

de grupos oxigenados diminuem ou desaparecem, o que comprova essa hipotese (Figura 1).
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Figura 1 — Espectros de Infravermelho para as amostras de biocarvao obtidas do bagaco de
cana-de-agticar (BCA) a 300 °C (BBM300), 400 °C (BBM400) e 600 °C (BBM600).

Como mostra a Figura 1, também, ¢ possivel observar o desaparecimento das bandas
em aproximadamente, 2920 cm™ e 2845 cm’!, sendo essas atribuidas aos estiramentos
vibracionais simétricos e assimétricos da ligacdo CH e grupos CH_, indicando a ocorréncia da
pirolise do BCA. Como mostrado acima, fica evidente que ha diferencas nas composicoes das
amostras de biocarvdo (Tabela 1 e Figura 1). E sabido que, durante a pirdlise, a biomassa
lignoceluldsica (e.g. BCA) se decompde com aquecimento, geralmente em quatro etapas. O
primeiro estagio se estende até 150 °C e caracteriza a perda de dgua adsorvida. No segundo
estagio, que varia entre 230 °C e 260 °C, ha a decomposi¢ao da hemicelulose e a liberagdo de
gases (e.g. CO e COy) e liquidos de baixa massa molar (e.g. CH3COOH e CH3OH). Na faixa
de temperatura entre 240 °C e 400 °C, hd uma significativa perda de massa que decorre da
decomposic¢ao da celulose e do inicio da degradacao da lignina.

No quarto estagio, a lignina presente decompde-se em temperaturas superiores a 400
°C. De fato, como ¢ possivel observar na curva de decomposicao térmica do BCA (Fig. 2),
houve uma desidratacdo da biomassa, resultando numa perda de massa de aproximadamente

7%. No entanto, ndo ficou claro o limite entre o segundo e terceiros estagios, sendo registrada
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uma diminui¢ao da massa de aproximadamente 68% até 400 °C, indicando a decomposi¢do da
hemicelulose e da celulose. Além disso, a curva revela uma redugdo de massa de cerca de 14%
entre 400 °C e 600 °C, sugerindo a degradagado total da lignina. Por outro lado, as curvas de
estabilidade térmica das amostras de biocarvao mostraram que esses materiais sao mais estaveis
que o BCA. Esse ganho de estabilidade térmica esta associado ao rearranjo de atomos de

carbono, que geralmente aumenta a porosidade.
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Figura 2 — Curvas termogravimétricas para as amostras de biocarvao obtidas do bagaco de
cana-de-agticar (BCA) a 300 °C (BBM300), 400 °C (BBM400) e 600 °C (BBM600).

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi usada para analisar a morfologia das
amostras preparadas. Além disso, o BCA também foi estudado para fins de comparacao (Fig.
3). As micrografias do BCA, obtidas com o sistema de deteccao por elétrons secundarios,
permitem a visualizagcdo da presenca de fibras paralelas e poros pequenos. A MEV também
mostra a superficie irregular desse subproduto. Também ¢ importante destacar que as
caracteristicas apresentadas sdo concordantes com as descricdes de Resende ef al. (2011). As
micrografias das amostras de biocarvao mostraram mudangas na morfologia com o processo de

pirolise, bem como superficies irregulares.
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SEM HV: 20.0 kV WD: 16.09 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 14.86 mm

View field: 248 pm | Date(m/d/y): 08/02/21 UEMG - J. MONLEVADE View field: 498 pm |Date(m/d/y): 06/14/22 UEMG - J. MONLEVADE

(d)

SEM HV: 20.0 kV WD: 13.35 mm SEM HV: 20.0 kV WD: 15.05 mm

View field: 498 ym |Date(m/dly): 06/14/22 UEMG - J. MONLEVADE View field: 498 pm |Date(m/dly): 06/14/22 UEMG - J. MONLEVADE

Figura 3 — Micrografias eletronicas obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
com detec¢do por elétrons secundérios do (a) bagaco de cana-de-aglicar, com
ampliacao de 1000 vezes, (b) BBM300, (c) BBM400 e (d) BBM600, com ampliacdes
de 500 vezes.



4.2. Efeito do biocarviao sobre a germinacio de soja
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O efeito fitotoxico do biocarvao foi avaliado pelo ensaio de germinacao de sementes de

soja em areia. Os resultados mostraram para todas as amostras e doses, efeitos positivos sobre

os parametros de crescimento (Fig. 4). Observaram-se, por exemplo, que os valores de GR (%)

variaram entre 162% e 252% (Fig. 4a), enquanto os valores de CRR variaram entre 229% a

431% (Fig. 4b). Por isso, os valores de IG (%) excederam a 100%, variando entre 374% e

1015% (Fig. 4c). Além disso, os valores de IG (%) foram significativamente maiores (p< 0,05)

que o do controle (0% m/m), com exce¢do do tratamento com BBM300, na dose de 1% m/m.

A producdo da BS também aumentou com a adi¢ao de biocarvao. Observou-se, por exemplo,

aumento de cerca de 35% com a adi¢do de 1% m/m de BBM400 (Fig. 4d).
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Figura 4 — (a) Germinagao Relativa (GR, %), (b) Crescimento Médio Relativo da Radicula
(CRR, %), (c) Indice de Germinagdo (IG, %) e (d) biomassa seca (BS, g) de
plantulas de soja cultivadas, por 8 dias, em areia com diferentes doses do biocarvao
obtido do bagaco de cana-de-actcar a 300 °C (BBM300), 400 °C (BBM400) e 600
°C (BBM600). Barras seguidas de mesma letra minuscula indicam que as médias
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ndo diferem dentro de cada tratamento e as seguidas de mesma letra maitiscula
indicam que as médias dos tratamentos ndo diferem com a temperatura de pir6lise
pelo teste Scott-Knott a 5%. Os valores médios para GR, CRR e IG do controle (0%
de biocarvao) foram de 100% Aa e para BS foi de 2,68 g Aa.

O IG pode ser usado para classificar o efeito fitotoxico do biocarvao, quando este valor
¢ menor que 50%, o material tem alta fitotoxicidade, entre 50-80%, moderada e maior que 80%,
o material ndo apresenta efeito fitotoxico, quando o IG excede 100%, o produto ¢ considerado
fitonutriente ou fitoestimulante (Emino; Warman, 2013; Gasco et al., 2016; Ma et al., 2022b).
Dessa forma, todos os biocarvdes investigados neste trabalho sdo classificados com
fitonutrientes para a germinagao da soja. Esse efeito positivo no crescimento das plantulas pode
ser devido a presenca e disponibilidade de nutrientes (Asadabadi et al., 2022). E sabido, que
apos a aplicacdo do biocarvao, a dgua que entra nos poros do material dissolve compostos
organicos ¢ minerais soliveis nas superficies externa e interna, promovendo o aumento da
condutividade elétrica e do pH do substrato (Das; Ghosh; Avasthe, 2020b; Joseph et al., 2021).

Os resultados do ensaio de germinagdo apontam para a melhoria da emergéncia e do
desenvolvimento de plantulas de soja devido ao metabolismo acelerado da germinagdo. Isso
pode ser fun¢ao da maior atividade da a-amilase induzida pelo biocarvao, como foi observado
em feijdo de corda (Vigna unguiculata), onde a atividade dessa enzima foi fortemente
relacionada com a massa seca das plantulas (Farooq et al., 2021). Os autores argumentaram que
a presenga do biocarvao no substrato (turfa), durante a germinacdo, promoveu o acimulo de
acucar e melhorou o desempenho dessa leguminosa. De fato, os resultados do ensaio para
atividade da a-amilase corroboram essa observagao (Fig. 5).

A atividade da a-amilase ¢ importante na fase de germinagao, pois catalisa a quebra do
amido, liberando agucares necessarios para o desenvolvimento do embrido. A Fig. 5 revela que
o biocarvao tem efeito sobre essa enzima, o que pode ser um indicativo de sua influéncia na
germinagdo € no crescimento inicial das plantulas (Fig. 4). Esse efeito pode ser atribuido a
melhoria das propriedades substrato, como a retencdo de agua e nutrientes, ou a interagdes
quimicas e biologicas que o biocarvao promovem. Além disso, a temperatura de pirdlise e a
dose de aplicag@o do biocarvao influenciam a atividade enzimatica. O BBM400 com uma dose
de 3% m/m causou o maior valor para atividade da a-amilase, sugerindo que essa combinac¢ao
pode ser a mais benéfica para o desenvolvimento das plantulas de soja. Por outro lado, na
mesma dose 0 BBM600 resultou em uma redu¢do da atividade enzimatica, em comparagao ao

controle, o que indica que temperaturas mais altas de prepara¢do podem ter efeitos adversos.
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Figura 5 — Atividade da a-amilase de plantulas de soja cultivadas, por 8 dias, em areia com
diferentes doses do biocarvdo obtido do bagaco de cana-de-agicar a 300 °C
(BBM300), 400 °C (BBM400) e 600 °C (BBM600).

O padrao de resposta da atividade da a-amilase as doses de biocarvao ndo € linear, ¢ a
resposta ideal parece depender da temperatura de pirdlise do biocarvdo. Por exemplo, o
biocarvao preparado a 400°C mostra um aumento da atividade da a-amilase com o aumento da
dose, enquanto que o biocarvao a 600 °C apresenta o efeito contrario. Essas respostas dose-
dependentes destacam a complexidade da interagdo entre o biocarvao e o substrato das plantas.

Por outro lado, deve-se destacar que os valores de IG (%) aumentaram linearmente
apenas com o aumento da dose de BBM300 (R?>=0,96), enquanto tendéncias para reducdes
lineares foram observadas com o aumento das doses de BBM400 (R? =0,93) e BBM600 (R* =
0,98). Neste sentido, deve-se atentar para as caracteristicas quimicas do biocarvao,
especialmente para os teores de cinzas totais das amostras (Tabela 1). A aplicacdo de altas doses
de biocarvao, com alto teor de cinzas, pode aumentar o potencial osmético do substrato, o que
pode reduzir a absor¢ao de agua pelas plantas (GAVILI et al., 2019; MANNAN et al. 2021).

O condicionamento com biocarvao pode reter mais agua no substrato devido a sua

estrutura porosa, mas parte dessa d4gua pode ndo estar disponivel para as plantulas devido a um
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potencial hidrico relativamente alto (Omondi et al., 2016). Assim, as maiores doses de
biocarvao podem influenciar no processo de embebicdo das sementes, de modo a reter e
disponibilizar 4gua para a semente de maneira mais lenta, podendo afetar o processo de
germinagdo sem, contudo, prejudicar a germinacao, conforme pode ser observado nos valores
de IG (%) que foram significativamente maiores (p< 0,05) que o do controle (0 % m/m), exceto
para o tratamento com BBM300, na dose de 1% m/m.

Também vale mencionar que a deficiéncia de agua no meio pode retardar ou mesmo
inibir a germinacao, mas sabe-se que um estresse hidrico temporario pode, em muitos casos,
estimular a velocidade de emergéncia da radicula. Isso pode, até certo ponto, significar um
aumento da biomassa, como foi demonstrado nesta pesquisa (Fig. 1), uma vez que as plantas
sob estresse podem acumular aguicares, como a sacarose, com funcao osmoprotetora (Vital et
al., 2022). Além disso, a aplicagdo de biocarvao aumenta o teor de potassio no substrato,
proporcionando maior tolerancia ao estresse, como foi proposto por Mannan et al. (2021).

Com base nos resultados e discussdo acima, levanta-se a hipotese de que as amostras
BBM400 e BBM600 causaram ligeiro estresse osmotico e/ou falso hidrico (Joseph et al., 2021;
Carril et al., 2023; Volf et al., 2022, Wu et al., 2023). Assim, para compreender as alteragdes
moleculares nas plantulas de soja causadas pela adi¢do de biocarvao ao substrato, foi feita a

analise metaboldmica.

4.3. Composicao dos extratos de plantulas de soja

A composi¢do metabolica das plantulas de soja pode ser alterada por varios fatores
bioticos ou abioticos. No presente estudo, o efeito de biocarvoes (BBM300, BBM400 e
BBM600) e de suas doses (0, 1, 3 e 5% m/m) sobre os perfis metabolicos das plantulas de soja
foi avaliado por RMN de 'H, os espectros representativos de cada tratamento sdo observados
na Figura 6.

A partir do emprego do programa Chenomx e do banco de dados HMDB foi possivel
identificar vinte € um metabolitos, incluindo seis aminoacidos (alanina, asparagina, isoleucina,
prolina, treonina e valina), oito acidos organicos (acido acético, acido 4-aminobutirico, acido
citrico, acido formico, acido fumarico, acido latico, acido malico ¢ acido succinico), duas
aminas (betaina e colina), dois derivados de isoflavonas, um carboidrato (sacarose), um alcool

(glicerol), um alcaloide (trigonelina).
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Figura 6 - Espectros de RMN de 'H dos extratos de biomassa de plantulas de soja cultivadas
em areia (controle) e areia contendo biocarvao pirolisado a 300 °C (BBM300), 400
°C (BBM400) ¢ 600 °C (BBM600), nas doses de 0, 1, 3 e 5% m/m.

4.4. Efeito do biocarvio sobre a producio metabdlica

Ao avaliar qualitativamente os espectros de RMN de 'H (Fig. 6), nio ¢ encontrado

nenhum novo sinal diretamente relacionado a presenca do biocarvao no substrato de cultivo.

Assim, exceto pela intensidade dos sinais, nenhuma diferenca aparente entre as amostras foi

observada. Por isso, para avaliar ainda mais os dados de RMN de 'H e explorar os efeitos dos

tratamentos sobre a produgdo metabolica das plantulas de soja, realizou-se a analise de

variancia simples. Esse teste estatistico resultou na identificacao de 117 bins (areas de sinal de

RMN de 1H) significativos e 94 ndo significativos, entre os tratamentos (Figura 7).
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Figura 7 - Grafico dos valores de — log (p-valor) obtido a partir da andlise de variancia simples.

Os bins significativos sdo apresentados em vermelho (n = 94) e os ndo significativos
em verde (n = 139).

Com base no resultado anterior foi feita a Analise de Componentes Principais (PCA),
com o objetivo de reduzir ainda mais a dimensionalidade dos dados, buscando semelhancas e
diferencas entre os tratamentos. A proje¢cdo das amostras no novo sistema de eixos
(componentes) do modelo PCA ¢ mostrada na Figura 8. Os componentes 1 e 2 (PC1 e PC2)
explicaram 72,9 e 9,7% da variancia total, respectivamente. As amostras do controle, BBM300
(1 e3% m/m) e BBM600 (1 % m/m) sdo separadas das demais pela PC1. Pode-se ainda observar
uma ligeira separacdo entre as amostras do controle e aquelas dos tratamentos BBM300 (nas
doses de 1 ¢ 3% m/m) e BBM600 (na dose de 1% m/m). Na verdade, as amostras do controle
estdo mais a esquerda, isto ¢, na area negativa da PCI1. Para a PC2 nao foram observadas

separagdes claras entre os tratamentos.
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Figura 8 — Grafico de escores da componente 1 versus componente 2 da Andlise de
Componentes Principais (PCA) dos extratos das plantulas de soja cultivadas em
areia (controle) e em areia com biocarvao pirolisado a 300 °C (BBM300), 400 °C
(BBM400) e 600 °C (BBM600), nas doses de 1, 3 e 5% m/m. As elipses ao redor
das amostras foram tracadas com 95% de confianga.

Os agrupamentos encontrados no modelo PCA sugerem que o perfil metabdlito das
plantulas cultivadas em areia (controle) foi distinto dos perfis das plantulas cultivadas em areia
com biocarvao. O grafico de pesos (loadings) para PC1 versus PC2 (Figura 9) foi analisado
para identificar os metabolitos responséaveis pelos agrupamentos. Os metabolitos identificados
e mais relevantes para a separacao das amostras sao os 1) acidos graxos; 2) alanina; 3) acido
acético; 4) acido succinico; 5) acido citrico; 6) asparagina; 7) glicerol; 8) sacarose; 9) acido

fumarico; 10) derivados de isoflavonas; 11) acido formico.
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Figura 9 — Grafico de pesos da componente 1 da Andlise de Componentes Principais (PCA)
dos extratos das plantulas de soja germinadas em areia (controle) e em areia com
biocarvao pirolisado a 300 °C (BBM300), 400 °C (BBM400) e 600 °C (BBM600),
nas doses de 0, 1, 3 e 5% m/m. As elipses ao redor das amostras foram tracadas
com 95% de confianca grupo. 1) acidos graxos; 2) alanina; 3) acido acético; 4)
acido succinico; 5) 4cido citrico; 6) asparagina; 7) glicerol; 8) sacarose; 9) acido
fumarico; 10) derivados de isoflavonas; 11) acido férmico.

Para facilitar a visualizacao dessas informagodes foi obtido o dendograma do HCA
associado ao mapa de calor, a partir das concentragdes desses metabolitos, excetuando os acidos
graxos ¢ os derivados de isoflavonas, que ndo foram quantificados. Embora, apesar de ndo
terem sido quantificados, como a area de um sinal de RMN de 'H é proporcional ao nimero de
atomos responsaveis por aquele sinal, pode-se inferir que os tratamentos com o biocarvao
promoveram a redugao de acidos graxos e o aumento dos derivados de isoflavonas nos extratos
das plantulas. Ademais, foram incluidas nessa analise as concentragdes de outros metabodlitos
que puderam ser quantificados neste estudo.

A HCA corrobora os resultados anteriores e deixa mais evidente a formacgao de dois
grupos distintos, sendo o primeiro composto pelo controle e os tratamentos com BBM300 (nas
doses de 1 e 5 % m/m) e o segundo formado pelos demais tratamentos. Tais resultados mostram
que o biocarvao do bagago de cana-de-agucar, nas diferentes doses, estimula a ocorréncia de

reagoes metabolicas diversas ¢ induz a ativa¢dao ou inativagdo da sintese de metabolitos na

germinacgdo de sementes de soja.
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4.5. Efeito do biocarvao sobre as vias metabdlicas

Com base nas concentracdes dos metabolitos que mostraram alteracdes significativas
devido aos tratamentos com biocarvdo, foram identificadas cinco vias metabdlicas com
alteragdes significativas (p<0,05) e com impacto > 0,05 (Fig.10). Sao elas: 1) Ciclo do acido
citrico; 2) Metabolismo da alanina, aspartato e glutamato; 3) Metabolismo da tirosina; 4)

Metabolismo do butirato e 5) Metabolismo de amido e sacarose.
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Figura 10 — Dendograma do HCA associado ao mapa de calor dos compostos quantificados
nos extratos das plantulas de soja cultivadas em areia (controle) e em areia com
biocarvao pirolisado a 300 °C (BBM300), 400 °C (BBM400) e 600 °C (BBM600),
nas doses de 0, 1, 3 e 5% m/m. A cor de cada mudanca de sec¢ao de azul escuro a
carmesim no mapa de calor corresponde a uma mudanga de baixo para alto para
cada concentracdo de metabolito.

Os resultados da andlise de via metabdlica parem estar em consonancia com os demais
resultados alcancados neste trabalho. Por exemplo, foi observado aumento na concentracao do
acido citrico e redugdes nas concentragdes de outros intermediarios do CAT (acido fumarico e
acido succinico). Por isso ¢ esperado uma reducdo da atividade do CAT devido ao efeito
modulador inibitorio do acido citrico, levando a um aumento da gliconeogénese (lacobazzi,
Infantino 2014; Noster et al, 2019). De fato, conforme descrito na literatura, a analise
transcriptomica de soja submetida a doses elevadas (5 % m/m) de biocarvao da casca do bordo
ou acer (Acer sp.) resultou numa diminuicdo na quantidade de genes transcritos associados ao
metabolismo primario, incluindo a via do ciclo do acido tricarboxilico (CAT) (Copley et al.,

2017).
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Essa hipotese explica, pelo menos de forma parcial, as redugdes das concentragdes dos
acidos graxos e glicerol e o aumento da concentracdo de sacarose, nas plantulas cultivadas na
presenga do biocarvdo (Figura 11). E sabido que apds germinarem, as sementes de soja
metabolizam os triacilglicerideos armazenados, convertendo-os em moléculas de 4cidos graxos
e glicerol, que, posteriormente, sdo convertidos em sacarose, liberando energia para a
germinagdo (Zhou et al., 2021). Deve-se ainda destacar que a mobilizacdo do 4cido citrico €
inibida para economizar energia, € uma variedade de carboidratos, como agentes
osmoprotetores, sao induzidos para mitigar os efeitos adversos do estresse hidrico. Além disso,
tem sido proposto que o maior acimulo de 4cido citrico estd associado a resisténcias de

cultivares de soja a seca (Wang et al., 2022).
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Figura 11 — Grafico de impacto das vias metabolicas identificadas a partir da alteragdo
significativa de nove metabolitos quantificados nos extratos das plantulas de soja.
(a) Controle versus BBM300 (nas doses de 1 e 3% m/m), BBM400 e BBM600 (nas
doses de 1% m/m). (b) Controle versus BBM300 (na dose de 5% m/m), BBM400
(nas doses de 3 e 5% m/m) e BBM600 (nas doses de 3 e 5% m/m). A cor dos
circulos ¢ classificada de acordo com o p-valor e o tamanho revelam o impacto na
via. Apenas as 5 vias metabodlicas com p < 0,05 e impacto > 0,05 foram destacadas.
Sao elas: 1) Ciclo do acido citrico; 2) Metabolismo da tirosina; 3) Metabolismo de
amido e sacarose; 4) Metabolismo do piruvato e 5) Metabolismo de enxofre

Conforme mencionado anteriormente e agora apoiado pelos resultados metabolomicos,
o aumento de sacarose, pelo menos em parte, pode ser devido a ativagdo dos mecanismos de
defesa ao estresse provocado pelas amostras de biocarvao, uma vez que a fungdo osmoprotetora

da sacarose em soja ¢ bem conhecida. Além disso, foi encontrado acimulos para alanina,
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betaina, colina, Gaba e trigonelina, para maioria dos extratos das plantulas de soja cultivadas
na presenca de biocarvao. Essas substancias também atuam como osmoprotetores (Phang et al.,
2008; Taiz et al., 2017; Barnawal et al. 2019, Li et al.,, 2021). A alanina, por exemplo, pode
desempenhar um papel na resposta ao estresse e defesa das plantas. Em condigdes de alta
salinidade, as plantas podem acumular alanina como um composto osmotico, ajudando a manter
o equilibrio e protegendo as células contra danos (Taiz et al., 2017). As mudancas nos teores
de alanina corroboram o impacto na via metabdlica desse aminoacido (Figura 9). O Gaba
também eleva a tolerancia da planta ao estresse, melhorando a fotossintese, inibindo a geragao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), ativando enzimas antioxidantes e regulando a abertura
estomatica durante o estresse hidrico (Li et al., 2021). Obviamente isso também impacta a via
do metabolismo do butirato (Figura 11). Deve-se ainda destacar que a soja responde as
mudangas do substrato por meio de varios ajustes fisioldgicos, metabdlicos e anatdmicos
(Jumrani; Bhatia; 2019; Almeida et al., 2021; Vital et al., 2022). Modifica¢des anatdomicas no
sistema radicular, por exemplo, foram relatadas para plantulas de soja cultivadas em areia com
biocarvao, juntamente com o aumento de agucares soluveis (Zhu et al., 2018). Em conjunto,
esses resultados reforgam a hipotese de que doses elevadas de biocarvao podem causar estresse
durante a germinacdo da soja, sem causar impacto sobre a germinag¢do e a produgdo de
biomassa.

A andlise metabolomica revelou ainda redugdo dos teores de asparagina devido aos
tratamentos com biocarvao (Fig. 11). Esse resultado ¢ coerente com o fato de que o acimulo
de asparagina ¢ regulado de forma negativa pelo aumento do teor de sacarose (Oddy et al.,
2020). A concentracdo do acido acético também diminuiu e pode estar associada a vias
metabolicas ndo incluidas dentro dos critérios estabelecidos (p<0,05 e impactos maiores que
0,05) como a via do metabolismo do enxofre, uma vez que esse composto ¢ um dos produtos
dessa via. No entanto, essa reducao pode ainda estar associada a outras vias metabdlicas, como
a via do piruvato ou aquelas relacionadas a producdo de polissacarideos, celulose e
hemicelulose, que sdo componentes estruturais da planta e causam incremento da biomassa no
vegetal (Taiz et al., 2017).

Também vale mencionar o impacto registrado para via metabodlica da tirosina que pode
ser devido a regulagdo do CAT por meio da supressdo do acido fumarico (Schenck; Maeda
2018). Por fim, outro resultado importante que a metaboldmica revelou foi o ligeiro aumento

da intensidade dos sinais de RMN de 'H dos derivados de isoflavonas nos extratos das plantulas



46

cultivadas em areia com biocarvao. De fato, as sementes de soja contém entre 0,2% a 0,4% de
isoflavonas e esse teor pode ser influenciado por fatores externos, como condic¢des climaticas e
do ambiente de cultivo (Kim et al., 2012; Muresan et al., 2020; Lee et al., 2021). Além disso,
Wagqas et al. (2017) demonstraram que o biocarvao de madeira ¢ uma fonte adicional de
nutrientes que pode aumentar diversas isoflavonas na soja, como daidzeina e gliciteina. Essa
classe de compostos, incluindo os seus derivados, tem despertado grande interesse da
comunidade cientifica, pois apresentam semelhancgas estruturais e funcionais ao estradiol, sendo
chamadas de fitoestrogenos. O aumento das isoflavonas na soja pelo uso do biocarvao pode ser

um beneficio na producdo destes fitohormonios.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho investigou o efeito da temperatura de pirolise nas caracteristicas fisico-
quimicas do biocarvdo, bem como no desenvolvimento de plantulas de soja. Os resultados
obtidos fornecem informacgdes valiosas sobre a otimizagdo da produ¢do de biocarvao e suas
aplicagoes agricolas. Por exemplo, foi constatado que a temperatura de pirdlise ¢ um parametro
que afeta diretamente as propriedades do biocarvao. As variagdes observadas nas propriedades
quimicas e fisicas, incluindo alteragdes nos teores de carbono, oxigénio, potassio e fosforo, sdo
indicativas da complexa interacdo entre a temperatura e a composi¢ao do biocarvao. Isso sugere
que o controle da temperatura de pirdlise ¢ essencial para a producdo de biocarvdo com
caracteristicas desejadas.

Em relagcdo ao crescimento de plantulas de soja, foi evidenciado efeitos significativos
com a aplicagdo do biocarvdo. Deve-se destacar, que o efeito variou conforme a dose e a
temperatura de pirdlise, indicando também uma relacdo dose-resposta. Além disso, todas as
amostras de biocarvao estimularam o desenvolvimento das plantulas de soja em condi¢des de
cultivo em areia, o que aponta para o potencial do biocarvao como um aditivo benéfico em
substratos de crescimento agricola.

A andlise metabolomica revelou alteragdes significativas nas vias metabolicas das
plantulas de soja em resposta a presenca do biocarvao. Mudancas no metabolismo de sacarose,
acido citrico, tirosina, piruvato e enxofre foram observadas, refletindo uma resposta adaptativa
complexa das plantas a presenga do biocarvao. Os resultados sugerem que biocarvao influencia
o metaboloma das plantulas de soja, possivelmente por meio de mecanismos de defesa ao
estresse e alteragoes fisioldgicas, metabolicas e morfologicas. Essa interagao parece acelerar o
catabolismo de triacilglicerideos para sacarose, um indicativo de adaptagdo metabolica das
plantulas ao ambiente modificado.

Finalmente, ¢ importante destacar que o uso de doses elevadas de biocarvao,
especialmente aqueles pirolisados a 400 °C e 600 °C, pode induzir estresse osmoético nas
plantulas de soja. Essa observagdo abre caminho para pesquisas futuras, visando aprofundar o
entendimento dos efeitos do biocarvao em condigdes de estresse e a otimizagao de sua aplicagdo

na agricultura.
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